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　近年，下垂体腺腫細胞に Stem cell が存在すると
いう結果が多く報告されている1，2）．今まで，ホルモ
ン産生能をもつ growth hormone（GH）secreting 
cells，adrenocorticotropic Hormone（ACTH），
thyroid stimulating hormone（TSH），prolactin
（PRL），luteinizing hormone / follicle stimulating 
hormone（LH/FSH）細胞は下垂体前葉細胞の高分






は，転写因子 NeuroD1，Ptx1 の影響を受けてα- 
subunit（αGSU）細胞になる．
　次に転写因子 Prop1 と Foxn4 によって TSH，転
写因子 ER によって PRL，転写因子 GHRH によっ
て GH 細胞へと分化する．POMC/ACTH 細胞へは，








山 本 　剛 立川　哲彦
要約：Stem cell は，自己複製能力やホルモン産生細胞へ分化する能力を有し，下垂体腺腫形
成に関わる可能性が示唆されている．近年，Stem cell の能力を用いて新しい臨床応用の可能
性が検討されはじめ，基礎研究として Stem cell の性質分析と細胞分化系譜を明確にすること
が急務とされている．本研究は，各下垂体腺腫に含まれる Stem cell の speciﬁc markers 発現
を解析し，Stem cell の臨床応用への基礎研究として下垂体腺腫 Stem cell の性状分析を行った．
手術で摘出された下垂体腺腫から凍結切片を作成後，Laser Microdissection を用いて腺腫細
胞だけを回収した．Total RNA 抽出後，RT2Proﬁler PCR Array System を用いて cDNA を合
成し，ABI PRISMⓇ7000 Sequence System で PCR を行った．PAHS-405A Array プレートに
準じて speciﬁc markers を検索し，正常下垂体組織 RNA データで補正後，⊿CT 法にて解析
した．神経形成に関わる NEUROG2 は，機能性下垂体腺腫よりも，下垂体ホルモンを分泌し
ない非機能性下垂体腺腫で低値を表し，ホルモン分泌機能の働きが弱いことを明示した．下垂




されたことから，非機能性下垂体腺腫は，ラトケ嚢原基細胞 Stem cell を有していることが明
らかとなり，非機能性下垂体腺腫細胞のなかに未分化な細胞を有することが示唆された．下垂
体腺腫細胞に含まれる下垂体 Stem cell speciﬁc markers 発現の検索を行った．機能性下垂体
腺腫よりも非機能性下垂体腺腫で多くの未分化細胞の存在を認め，ホルモンを分泌しない非機
能性下垂体腺腫に stem cell 細胞が多いことが示唆された．Stem cell 発現を調整する遺伝子を
しらべることで，各下垂体腺腫に含まれる Stem cell の存在を明らかとし，将来の下垂体腺腫
遺伝子治療への臨床応用の可能性を提示した．
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胞に含まれる Stem cell の存在が注目されている6）．
下垂体腺腫の良性腫瘍から分離した Stem cell を成
長因子（EGF と bFGF）によって補充された媒体
により培養を行うと 10 日後に GFAP，BIII チュー
ブリンと S-100 を表し，細胞分化することが報告さ
れている3）．腺腫細胞に未分化な Stem cell が含ま
れていることや，細胞を分化させることができるこ
とから将来的に Stem cell を用いた遺伝子治療の可
能性も示唆されている．
　細胞が未分化な状態であることを確認する指標遺
伝子として，Cell cycle の調節機能を持つ CyclinD1，
CyclinD2，FGF2，MYC や，遺伝子制御や細胞分
裂の遺伝子の NUMB，ヒト癌の要因の 1 つとなる
NOTCH2 などが挙げられる7，8）．自己複製遺伝子と





る10，11）．SOX は，Stem cell に関与する代表的なタ
ンパク質である12︲15）．その他にも，骨形態形成タン








Notch Pathway 遺 伝 子 DTX1，DTX2，NOTCH2
も未分化細胞を分別するマーカー遺伝子である．
　本研究では，いまだ報告されていない下垂体腺腫





研 究 方 法
　1．Laser Microdissection および RNA 抽出
　1） 検 体 は Cresyl Violet Stain（Ambion） 染 色 
を行い Laser microdissection（P.A.L.M. Microlaser 
Technologies AG and Meiwafosis, Osaka, Japan）
を用いて 2000μm2 以上を取り出した．RNAqueous-
Micro Kit（Applied Biosystems/Ambion, Austin, 
TX） を 用 い て Total RNA 25 ng ～ 50 ng を 抽 




　RT2Profiler PCR Array System（SABioscience 
Corporation），PAHS-405A（human stem cell）プ
レートを用いた．total RNA を SuperArray kit に付
属されている GE（5×gDNA Elimination Buﬀer）
を用いて 42℃で 5 分，4℃で 1 分逆転写後，BC3（5
×RT Buffer 3），P2（Primer and External 
Control Mix），RE3（RT Enzyme Mix3）を用いて
42 ℃ で 15 分，95 ℃ で 5 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し て
cDNA を合成した．cDNA に 2×SuperArrey RT2 
qPCR Master Mix を 添 加 し ABI PRISMⓇ7000 
Sequence System を用いて 95℃ 10 分，95℃ 15 秒，
60℃で 1 分，50 Cycle で定量した．測定は，各下垂
体腺腫ごと PAHS-405A プレートを用いて行った．
各プレートでアレイデータを標準化するためにハウ










を用いた．GH 3 症例，ACTH 3 症例，TSH1 症例，










OCT compound（Sakura. Torrance, CA, USA）に
入れ，液体窒素を用いて冷却したイソペンタン内で
凍結させ，－80℃冷凍庫に保存した．切片は Laser 
Microdissection 用に厚さ 10μm の連続凍結切片を
作成した．
結 果
　GH 産生腺腫，PRL 産生腺腫，ACTH 産生腺腫，
TSH 産生腺腫，null cell adenoma，gonadotropin 
adenoma の各腺腫 RNA から測定した値を正常下垂
体細胞 RNA 値で補正を行った（Table1）．細胞周期
に関する遺伝子 CCND1（CyclinD1）は，PRL 産生
腺腫で 0.4966223，ACTH 産生腺腫で 0.218959，GH
産生腺腫で 0.032016，null cell adenoma で 0.117909，
gonadotropin adenoma で 0.173132．血管新生を促す
働きを持つ線維芽細胞増殖因子 FGF2 は GH 産生腺
腫で 1.02E-03，ACTH 産生腺腫で 3.256E-03，TSH
産生腺腫で 8.03E-03，null cell adenoma で 2.93E-04，
gonadotropin adenoma 2.256E-03 であった．腺腫形
成の原因遺伝子 MYC は GH 産生腺腫で 4.2E-04，
PRL 産生腺腫 6.94E-04，TSH 産生腺腫で 2.735E-03，
null cell adenoma で 3.57E-04．染色体に関与し，初
期胚から成人性幹細胞まで細胞プロセスを調整する
遺伝子 MYST1 は GH 産生腺腫 7.4813E-02，PRL 産
生 腺 腫 0.126136，TSH 産生腺腫 3.3829E-03，null 




NUMB がある．GH 産生腺腫 0.80632，PRL 産生腺腫
0.236364，TSH 産生腺腫 0.146039，null cell adenoma 
0.29668 を 示 し た．Notch Pathway の DTX1 は，
ACTH 産生腺腫で 375.6592 と高値を示し，TSH 産 
生 腺 腫 で 0.115755，null cell adenoma で 0.585719，
gonadotropin adenoma で 23.72409，DTX2 は，GH
産生腺腫 1.21E-03，TSH 産生腺腫で 1.887E-03，null 
cell adenoma で 9.08E-05，gonadotropin adenoma で
1.55E-04 を示した．NOTCH1 は PRL 産生腺腫 1，
TSH 産生腺腫 0.357428，null cell adenoma 0.194688，
NOTCH2 は GH 産生腺腫 3.81E-04，TSH 産生腺腫
1.031E-03，null cell adenoma 3.57E-04，gonadotropin 
adenoma 6.0E-04 であった．幹細胞維持と神経形成
に関わる NEUROG2 遺伝子は GH 産生腺腫 2.37E-
06，TSH 産生腺腫で 4.54E-04，null cell adenoma
で 6.37E-07，gonadotropin adenoma 6.73E-07 で，
機能性下垂体腺腫よりも，ホルモンを産生しない非
機能性下垂体腺腫で低値であった．下垂体特有の転
写因子 Prop1，pit1 の補助因子で Stem cell の自己
複製にも関与する SOX2 は，非機能性下垂体腺腫
で検出されず，GH 産生腺腫で 2.376E-03，PRL 産
生腺腫で 1.462E-03，ACTH 産生腺腫で 1.8555E-02，
TSH 産生腺腫で 1.3461E-02 であった．骨形態形成
タ ン パ ク 質 BMP2 は，PRL 産 生 腺 腫 で 14.9676，
TSH 産生腺腫で 9.3393E-02，非機能性下垂体腺腫
では検出されなかった．GABA 作動性介在ニュー
ロンの化学物質 CXCL12 は，ACTH 産生腺腫で
14.9676，PRL 産生腺腫で 0.143885，TSH 産生腺腫
で 9.3393E-02，null cell adenoma で 1.30411，
gonadotropin adenoma で 5.0723E-02 であった．骨
形成タンパク質 BMP- 9 の形質転換成長因子 GDF2
は，GH 産生腺腫で 1.19E-04，TSH 産生腺腫で 5.09E-
04，null cell adenoma で 1.1E-05，gonadotropin 
adenoma で 5.2E-06 を示した．胚細胞からの分化に
関する遺伝子 ISL1 は，機能性下垂体腺腫で検出 
されず，非機能性下垂体腺腫 null cell adenoma 
で 5.8096E-02，gonadotropin adenoma で 0.350681．
下垂体発生における特有の転写因子 Pitx2 遺伝子 
を発現させる調節因子 MYOD1 は，GH 産生腺腫 
で 4.137E-03，TSH 産生腺腫で 5.12E-04，null cell 
adenoma で 8.07E-05，gonadotropin adenoma で
1.03E-04 であった．
考 察
　Stem cell の自己複製に関与する遺伝子 SOX2 は，






導するのに必要な因子となる．Prop1 と pit1 の存
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Table 1　Stem cell speciﬁc markers
GH PRL ACTH TSH null cell gonado
cell cycle regulators
CCNA2（CyclinD1） 0 0.9591837 0 3.903863 0.7716799 0
CCND1（CyclinD2） 0.032016 0.496623 0.2189592 0.00293 0.1179083 0.173132
FGF1 0.000312 0 0 1.27E-05 0 0
FGF2 0.00102 0 0.0032558 0.000803 0.0002927 0.002256
FGF3 0 0 0 0.027453 0 0
FGF4 8.19E-06 0 0 5.49E-05 3.857E-05 0
MYC 0.00042 0.0006942 0 0.002735 0.0002093 0
chromosome and chromation modulatores
MYST1 0.074813 0.1261364 0 0.033829 0.017633 0.103983
MYST2 0.007056 0.0083282 0.0352342 0.067364 0.0074827 0.017801
NUMB 0.80632 0.2363636 0 0.146039 0.2966798 0
self-renewal markers
NEUROG2 2.37E-05 0 0 0.000454 6.374E-06 6.73E-06
SOX1 6.74E-05 5.594E-06 3.182E-06 0.000515 2.844E-05 1.67E-05
SOX2 0.002376 0.001462 0.0185547 0.013461 0 0
cytokines and growth factores
BMP1 0 0.0003352 0.0006076 5.85E-05 0 0
BMP2 0 14.300805 0 0.171618 0 0
BMP3 0 0 0 29.66771 0 0
CXCL12 0 0.1438849 14.967603 0.093393 1.30411 0.050723
GDF2 0.000119 0 0 0.000509 1.103E-05 5.2E-06
GDF3 0 0 6.245E-05 0.002916 0 0
IGF1 2.450139 0.3207547 0 3.951656 0 0
cell adhesion molecules
APC 0.003941 0.0117967 0.0167227 0.010233 0.0047035 0.005041
CD4 5.59E-05 5.577E-05 1.034E-05 0.002896 3.295E-05 0
CD44 0 0.0005169 0.003162 0.005385 0.0003058 0
CDH1 0 0.0006568 0.0022326 5.75E-06 0.0005756 0.000199
CDH2 3.66E-05 0.0001476 0.0054799 0.003794 0.0002072 0
CTNNA1 0.000543 0.0005347 0.0014487 0.000975 0.0002303 0.001296
metabolic markers
ALDH1A1 24.7745 180.73612 138.69558 316.6106 103.75995 139.6609
embryonic cell lineage markers
ISL1 0 0 0 0 0.058096 0.350681
MYOD1 0.004137 0 0 0.000512 8.069E-05 0.000103
mesenchymal cell lineage markers
ALPI 7.12E-05 0 0 0.000351 4.391E-06 2.58E-06
Notch Pathway
DTX1 0 0 375.65924 0.115755 0.5857191 23.72409
DTX2 0.000121 0 0 0.001887 9.082E-05 0.000155
NOTCH1 0 1 0 0.357428 0.1946885 0













腺腫細胞の RNA 値を正常下垂体細胞 RNA 値で補
正した結果では，Sox2 はホルモン非分泌性腺腫の
null cell adenoma，gonadotropin adenoma では検
出されなかった．これは，ホルモンを分泌しない非
機能性腺腫は Sox2 が存在しないことを示す．Sox2







存在し，転写因子 Prop1 や pit1，FOXN4，GHRH，
































CXCL12 では ACTH 産生腺腫の値が高値を示し，
ニューロンの化学遊走物質が活発に働いていること
が示された．GDF2 は，非機能性下垂体腺腫 null 
cell adenoma，gonadotropn adenoma で低値を示
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性 下 垂 体 腺 腫（GH 産 生 腺 腫，PRL 産 生 腺 腫，
ACTH 産生腺腫，TSH 産生腺腫）では ISL1 は検























ACTH 産生腺腫，gonadotropin adenoma で高値を
示し，細胞が未分化な状態で存在していることが示










まれる下垂体 Stem cell の存在を解析し明らかとし
た．また，今後の遺伝子治療の方法として，下垂体





体腺腫における stem cell 遺伝子治療を実現させる
ために，さらなる基礎研究が期待される．
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GENETIC ANALYSIS OF STEM CELL-SPECIFIC MARKERS  
IN PITUITARY ADENOMAS
Atsuuji KUWAJIMA, Takumi ABE, Daisuke TANIOKA  
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　Abstract 　　 Stem cells have the ability to self-renew and to diﬀerentiate into hormone-producing 
cells, and have been reported to possibly be involved in the formation of pituitary adenomas.  In the pres-
ent study, we analyzed the properties of stem cells in pituitary adenomas by analyzing the expression of 
stem cell-speciﬁc markers in pituitary adenomas.  Frozen sections were prepared from surgically resect-
ed pituitary adenomas, and adenoma cells were then isolated using laser microdissection.  Following total 
RNA extraction, cDNA was synthesized using the RT2 Proﬁler PCR Array System and PCR was per-
formed using the ABI PRISMⓇ7000 Sequence System.  Speciﬁc markers were detected with the PAHS-
405A array plate and analyzed using the ⊿CT method following correction in reference to RNA data for 
normal pituitary tissue.  Cyclin D1, which is involved in the cell cycle, was detected in all pituitary ade-
nomas.  The NEUROG2 gene, which is involved in neurogenesis, was more highly expressed in functional 
pituitary adenomas than in non-functioning pituitary adenomas.  SOX2, a transcription factor and cofactor 
speciﬁc to the pituitary gland, was detected in functional pituitary adenomas but not non-functioning pi-
tuitary adenomas.  ISL1, a gene involved in diﬀerentiation from embryonic cells, was detected in non-
functioning pituitary adenomas but not in functional pituitary adenomas.  More undifferentiated cells 
were present in non-functioning pituitary adenomas compared to functional pituitary adenomas, suggest-
ing that more stem cells are present in the former, which does not involve hormone secretion.
Key words :  pituitary adenoma, Stem cell, genetic analysis
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